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Jak polimorfizmy DNA w
sekwencjach intronowych
wplywaja na fenotyp?

Izabela Szczerbal, Dariusz Mréz, Marek Switonski

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Od wielu lat badania z zakresu genetyki molekularnej zwierzat
domowych skupione byty na poszukiwaniu polimorfizmoéw w se-
kwencjach genéw waznych z hodowlanego punktu wiedzenia
[13]. Wiekszos¢ zidentyfikowanych polimorfizméw miata charak-
ter zmian jednonukleotydowych (SNP — single nucleotide poly-
morphism). Innymi obserwowanymi polimorfizmami byty delecje i
insercje pojedynczych nukleotydoéw oraz zmiany dotyczace
zmiennosci liczby kopii dtugich sekwencji DNA (CNV — copy num-
ber variation). Obecnos$¢ milionéw polimorficznych miejsc w ge-
nomie wykorzystano do stworzenia narzedzia badawczego jakim
jest mikromacierz SNP, ktéra pozwala na okreslenie kilkuset ty-
siecy miejsc polimorficznych w trakcie jednego eksperymentu.
Mikromacierze SNP uzyte w badaniach duzych populacji (grupa
badawcza versus grupa kontrolna) opisywane sg jako GWAS (ge-
nome-wide association studies). Dzieki takiemu podej$ciu meto-
dycznemu udato sie wskaza¢, ze polimorfizmy okreslonych ge-
néw wykazujg zwigzek z badang cechg. Jezeli zidentyfikowany
polimorfizm potozony jest w czesci kodujgcej genu moze wpty-
wac¢ na powstanie funkcjonalnego produktu biatkowego, nato-
miast polimorfizmy w sekwencjach regulatorowych 5’- i 3’- flanku-
jacych oraz intronowych mogg mie¢ réznorodny charakter (rys. 1).
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W przypadku polimorfizmu w intronach najczesciej wskazuje
sie na mozliwo$¢ zaburzenia procesu sktadania mRNA (ang. spli-
cing), co moze powodowac powstanie nieprawidtowego trans-
kryptu. Sktadanie mRNA jest skomplikowanym procesem, w ktéry
zaangazowanych jest wiele czynnikéw cis i trans. Czynniki cis to
charakterystyczne, konserwatywne elementy sekwencji intronow
— miejsce 5 donorowe (AG/GURAGU) i 3’ akceptorowe (YAG/
RNNN), miejsce rozgatezienia (YNYURAC) oraz trakt polipirymi-
dynowy (gdzie R oznacza puryne, a Y — pirymidyne). Natomiast
czynniki trans to r6znorodne kompleksy biatkowe i RNA (snRNP,
czynniki splicingowe) odpowiedzialne za rozpoznanie intronow
oraz katalize i regulacje reakcji sktadania mRNA. Wystgpienie
mutacji w miejscach kluczowych dla przebiegu procesu sktadania
mRNA bedzie skutkowato: (1) pominieciem eksonu, (2) powsta-
niem nowej granicy ekson/intron, (3) powstaniem nowego eksonu
w wyniku zmian w miejscach donora/akceptora. Szacuje sie, ze
ok. 10% patogennych mutacji w genomie cztowieka to tzw. muta-
cje w miejscach splicingowych (ang. splicing mutations) [8].
WS$rdd nich najczestsze to mutacje w miejscach donorowych (5°) i
akceptorowych (3’), natomiast mutacje w miejscach rozgatezienia
czy trakcie polipirymidonowym byty rzadko opisywane.

Roéwniez u zwierzat opisano szereg mutacji w sekwencjach in-
tronowych. Przyktadem moze by¢ jedna ze znanych mutacji w
genie KIT u $wini. Substytucja G>A pierwszego nukleotydu w in-
tronie 17 tego genu powoduje wyciecie eksonu 17 podczas obrob-
ki potranskrypcyjnej [10]. Mutacja ta w powigzaniu z duplikacjami
w genie KIT odpowiada za biate umaszczenie (dominant white)
Swin [6]. Podobny mechanizm opisano w odniesieniu do dziedzi-
czenia biatego umaszczenia u liséw polarnych [15]. Polimorfizm
(G>T) wintronie 12 genu KIT powoduje powstanie transkryptu po-
zbawionego eksonu 12 i odpowiada za powstanie biatego domi-
nujacego umaszczenia u tych zwierzat.

W intronach mogg znajdowac sie sekwencje rozpoznawalne
przez czynniki regulatorowe, ktérych wigzanie bedzie wptywato
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jednoznacznie udowodni¢ ich wptywu na funkcjonalnos¢ genu.
Moze to wynikac stad, ze do tej pory badania skupiaty sie na okre-
$laniu wptywu zidentyfikowanego polimorfizmu na ekspresje
genu, w ktérym sie on znajdowat. Najnowsze badania pokazuja,
ze polimorfizmy obecne w intronie jednego genu moga wptywaé
na ekspresje innych genoéw, ktére sg potozne wzgledem nich w
duzej odlegtosci (min pz).

Do badania interakcji miedzy odlegtymi fragmentami genomu
w komorce wykorzystywana jest metoda 3C (Chromosome Con-
formation Capture) [1]. W metodzie tej najpierw dokonuje sie usie-
ciowania (ang. cross-linking), czyli utrwalania chromatyny za po-
mocg formaldehydu, w celu wytworzenia potgczeh miedzy DNA i
biatkami. Nastepnie DNA trawi sie enzymem restrykcyjnym i pod-
daje sie tak uzyskane fragmenty ponownemu tgczeniu przy po-
mocy enzymu ligazy (proces nazywany ligacjg), przy niskiej kon-
centracji DNA, aby w pierwszej kolejnosci ligacji podlegaty powig-
zane ze sobg fragmenty DNA, a nie fragmenty przypadkowe.
Kolejnym etapem jest odwrécenie procesu usieciowania (ang.
reverse cross-linking). Uzyskane w ten sposob fragmenty DNA
okreslane sg mianem biblioteki 3C, ktérg nastepnie poddaje sie
analizie za pomocg technik PCR. Stosuje sie startery specyficzne
do miejsca ligacji do potilosciowej oceny badanych fragmentéw.
Do bardziej precyzyjnej, ilosciowej oceny czestosci ligacji wyko-
rzystuje sie technike Real-time PCR z sondami TagMan. Metoda
3C wykonywana jest zwykle w przypadku analizy pojedynczych
interakcji w uktadzie cis (loci potozone w tym samym chromoso-
mie) lub trans (loci potozone w ré6znych chromosomach). W wiel-
koskalowych analizach, kiedy badane sg interakcje miedzy setka-
mi czy tysigcami sekwencji DNA, wykorzystywane sg rozwiniecia
podstawowej techniki 3C, takie jak 4C i 5C [2].

Powyzej opisane podejscie metodyczne zostato wykorzysta-
ne do analizy powigzan genu FTO z innymi elementami genomu.
Gen FTO (ang. fat mass and obesity associated) uznawany jest
za jeden z najwazniejszych gendw, ktérego polimorfizmy wigza-
ne sg z predyspozycjg ludzi do otytosci. Gen ten odkryto w 2007
roku, przeprowadzajgc badania asocjacyjne catego genomu
ludzkiego (GWAS) w celu identyfikacji gendw zwigzanych z po-
datnoscig na cukrzyce typu 2 [5]. Po szczego6towej analizie oka-
zato sie, ze polimorfizmy typu SNP w pierwszym intronie tego
genu sg tak naprawde powigzane ze wskaznikiem masy ciata —
BMI, a zwiekszona masa ciata jest oczywiscie czynnikiem ryzy-
ka zachorowalnosci na cukrzyce typu 2. Kolejne badania prze-
prowadzone na réznych populacjach i grupach wiekowych po-
twierdzity zwigzek pomiedzy wariantami genu FTO a zwigkszong
masg ciata. Produktem genu FTO jest enzym demetylaza kwa-
sOow nukleinowych. Badania przeprowadzone na modelach my-
sich z zaburzong ekspresjg FTO sugerowaty, ze gen ten odgry-
wa istotng role w utrzymaniu homeostazy energetycznej organi-
zmu. Jednakze bardzo zastanawiajgce byto to, ze nie udato sie
jednoznacznie udowodni¢ wptywu badanych wariantéw na po-
ziom ekspresji genu FTO.

Najnowsze badania Smemo i wsp. [11] dowodzg, ze powigza-
nie miedzy genem FTO a otytoscig nie jest bezposrednie, zaan-
gazowany w ten mechanizm jest bowiem jeszcze inny gen — IRX3,
ktéry koduje czynnik transkrypcyjny zaangazowany w wiele pro-
cesow rozwojowych. Chociaz gen ten jest oddalony od genu FTO
o ok. 500 tysiecy par zasad, to jednak dochodzi do fizycznego
kontaktu migdzy tymi odlegtymi loci. Okazuje sig, ze regiony za-
wierajgce polimorfizmy typu SNP w intronie 1 genu FTO petnig
funkcje regulatorowe — sg wzmacniaczami dla genu /IRX3 i wpty-
wajg na jego ekspresje, co schematycznie pokazano na rysunku
2. Autorzy pracy, wykorzystujgc opisang powyzej technike 3C,
badali odlegte interakcje pomiedzy promotorem genu IRX3 a se-
kwencjg intronowg genu FTO, ktéra jest wzmacniaczem (ang. en-
hancer) dla tego pierwszego. Badania przeprowadzono na zarod-
kach myszy i modelowego gatunku ryby — danio pregowane (Da-
nio rerio), dojrzatych mézgach myszy oraz réznych liniach komor-
kowych cztowieka, i wszedzie zaobserwowano interakcje miedzy
badanymi sekwencjami, co wskazuje ewolucyjnie konserwatywny
mechanizm. Analizujgc poziom ekspresji w tkance mozgowej
cztowieka wykazano, ze polimorfizmy typu SNP powigzane z oty-
toscig w genie FTO sg bezposrednio zwigzane ze zmianami eks-
presji genu IRX3, a nie majg wptywu na ekspresje genu FTO.
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Rys. 2. Wplyw polimorfizmu w intronie genu A na ekspresje genu B, poprzez
interakcje z sekwencja promotorowg genu B

Bezposrednim potwierdzeniem roli genu /IRX3 w regulacji masy
ciata byty eksperymenty na nokautowanych myszach, u ktérych
inaktywowano gen Irx3. U badanych osobnikéw zaobserwowano
spadek masy ciata 0 25-30% w poréwnaniu z osobnikami kontro-
Inymi. Réznica ta stata sie wyrazniejsza, gdy osobniki zostaty
poddane diecie bogatej w ttuszcze. Masa ciata myszy z inaktywo-
wanym genem Irx3 nie ulegta znaczgcym zmianom, podczas gdy
u osobnikéw kontrolnych wzrosta o0 63%. Co wigcej, osobniki bez
aktywnego genu Irx3 charakteryzowaty sie nizszym udziatem
tkanki ttuszczowej w catkowitej masie ciata, nie wykazywaty obja-
wow nietolerancji na glukoze i opornosci na insuling spowodowa-
nych dietg wysokottuszczowg i starzeniem.

Opisany powyzej mechanizm, w ktérym w wyniku obecnosci
wariantéw polimorficznych w pierwszym intronie genu FTO do-
chodzi do zakiécenia funkcjonowania wzmacniacza genu IRX3
jest przyktadem, jak polimorfizmy w niekodujgcych sekwencjach
genu (introny) mogg wptywac na zmiennos¢ fenotypowa. Nie jest
to jednak odosobniony przypadek, u ludzi opisano bowiem co naj-
mniej kilka przypadkéw, kiedy czynnik regulatorowy potozony w
sekwencji niekodujgcej jednego genu wptywa na ekspresje inne-
go genu. Wykazano m.in., ze wzmacniacz potozony w genie
LMBR1 bierze udziat w regulacji oddalonego o ok. 1 Mpz genu
SHH i mutacje w sekwencji wzmacniacza powodujg wady wro-
dzone konczyn w wyniku zaburzonej ekspresji genu SHH [7]. Na-
tomiast wzmacniacz w intronie genu HERC2 wptywa na ekspre-
sje sagsiadujacego genu OCA2 i wptywa na pigmetacje skory,
oczu i wtosow [14]. U zwierzat domowych nie opisano dotad po-
dobnych mechanizméw, co przede wszystkim zwigzane jest z
mato powszechnym stosowaniem metod badawczych stuzgcych
analizie interakcji miedzy odlegtymi fragmentami genomu. Odkry-
cie roli genu IRX3 w rozwoju otytosci wskazuje na zasadnos$¢ ob-
jecia analizg tego genu rowniez u zwierzgt — szczegodlnie u swin,
ktore od lat stanowig cenny obiekt badawczy do analizy proceséw
odktadania tkanki ttuszczowej. Badania przeprowadzone na roz-
nych populacjach $win wykazaty zwigzek pomiedzy polimorfi-
zmami genu FTO a odktadaniem tkanki ttuszczowej i innymi ce-
chami zwigzanymi z ottuszczeniem [3, 4, 12]. Czy zatem gen
IRX3 bedzie nowym genem kandydujacym dla cechy ottuszcze-
nia $win?
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Wewnatrzmaciczne
zahamowanie wzrostu u
zwierzat — syndrom IUGR

Anna Rekiel, Barbara Krélewska

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Syndrom IUGR (intra uterine growth retardation) oznacza we-
wnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu albo ostabiony wzrost
i rozwoj ptodow lub ich organéw w trakcie cigzy u ssakow. Ze
wzgledu na tatwos¢ pomiaru, masa ptodow lub masa urodzenio-
wa jest uzywana jako kryterium wykrywania IUGR. Syndrom zna-
ny od blisko p6t wieku wystepuje samoistnie lub jest wywotywany
czynnikami srodowiskowymi.

IUGR wystepuje u bydta, owiec, kéz, koni oraz swin, a takze
psoéw, myszy, szczuréw [55]. Stanowi duzy problem w hodowli
zwierzat. W ostatnim pétwieczu intensywnos¢ badan w zakresie
wymagan odzywczych ssakow sie zwigkszyta, wcigz jednak wie-
dza na temat wptywu zywienia na mechanizmy regulacji wzrostu
ptodéw jest niepetna [37, 39, 61]. Okazato sie, ze czynnikéw wa-
runkujacych i sprzyjajgcych wystapieniu syndromu jest wiele: ge-
netyczne, epigenetyczne, dojrzatos¢ matczyna i $Srodowisko.
Wptywajg one na wielko$¢ i funkcjonowanie tozyska, maciczno-
-tozyskowy transfer sktadnikéw odzywczych i tlenu od matki do
ptodu, dostepnos¢ sktadnikdw odzywczych dla ptodu, uktad we-
wnatrzwydzielniczy i szlaki metaboliczne u ptodéw. To od nich
zalezy wzrost i rozwoj ptodéw, polegajacy na zwiekszeniu liczby i
rozmiaru komorek lub tkanek oraz zmianie ich struktury i funkcji
[62]. Oprocz genetycznego wktadu rodzicéw, na wzrost i rozwoj
ptodu wptywa: odzywianie matki (niskie lub wysokie spozycie pa-
szy, substancje toksyczne w paszy), zaburzenia wchianiania jeli-
towego matki, niewystarczajgca wartos¢ ptynéw — owodniowego
i omoczniowego oraz czynniki Srodowiska zewnetrznego, tempe-
ratura, stres. Znaczenie maja tez zaburzenia u matki lub u ptodéw
o charakterze metabolicznym i homeostatycznym, jak tez niewy-
dolnos¢ lub dysfunkcja $luzéwki macicy lub tozyska [36, 46]. Efekt
stresujgcych warunkéw w tonie matki zalezy od ich charakteru,
nasilenia, etapu cigzy i czasu trwania. Niewystarczajgca pojem-
no$¢ macicy i nieodpowiednie w stosunku do potrzeb odzywianie
matki sg dwoma gtownymi czynnikami, ktére mogg pogorszyc
stan ptodu.

Pojemnos¢ macicy a IUGR

Bazer i wsp. [4] definiujg pojemnos¢ macicy w aspekcie fizjolo-
gicznych i biochemicznych ograniczeh natozonych na wzrost i
rozw0j ptodu przez macice. Badania zwigzane z pojemnoscig
macicy obejmujg jej niewydolnos¢ wywotang doswiadczalnie,
spowodowang zwigkszeniem produkcji oraz naturalng, samoistng
niewydolnos¢ macicy.

Niewydolno$¢ macicy wywotana dos$wiadczalnie. Chociaz ge-
nom ptodu odgrywa wazng role w potencjale wzrostu w okresie
zycia ptodowego, to coraz wigcej dowoddw wskazuje na to, ze
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srodowisko wewnatrzmaciczne jest waznym wyznacznikiem
wzrostu ptodu [59]. Kiedy zarodek od wiekszej genetycznie matki,
np. krowy, maciorki, klaczy, przeniesiono do biorczyni z nizszg
wydolnoscig, wyrazong mniejszg pojemnoscig i masg macicy, do-
chodzito do IUGR [2]. Po przeniesieniu zarodka od mniejszej ge-
netycznie matki, majgcej jednoczesnie mniejszg pojemnos¢ ma-
cicy, do biorczyni o macicy bardziej pojemnej, uzyskiwano zwigk-
szenie wzrostu ptodu [2, 14]. Przy takiej manipulacji stwierdzono
jednak zaburzenia uktadu sercowo-naczyniowego [18].

Niewydolno$¢ macicy spowodowana zwigkszeniem produkKcji.
Zmiany technologii reprodukcyjnych u bydta, w tym embriotrans-
fer, hormonalnie wywotane jajeczkowanie i twinning umozliwiajg
zwigkszenie produkcji wotowiny przy obnizeniu kosztow, gdyz
koszty jednego wycielenia stanowig ponad 50% catkowitych
kosztow jej produkcji [26]. Wysoka plennos¢ owiec jest cechg po-
zadang w intensywnych systemach produkcji, a zwiekszanie
plennosci maciorek na drodze selekcji genetycznej jest skutecz-
nym sposobem na poprawienie rentownosci produkcji jagnieciny
[21]. Zwiekszenie liczby ptodéw w macicy bez zmiany jej pojem-
nosci powoduje jednak niewydolnosc¢ tozyska i niskg mase ciata
urodzonych jagniat [20]. Dgzenie do zwiekszenia produkcji moze
przyczyni¢ si¢ do niewydolnosci macicy spowodowane;j fizjolo-
giczng niedojrzatoscig zwierzgt gospodarskich. Samice sg cze-
sto uzywane do rozrodu zanim osiggng mase ciata dojrzatego
somatycznie osobnika. Powszechnie praktykowane jest kojarze-
nie jarek z trykami, kiedy sg one na etapie 2/3 dojrzatosci, w celu
uzyskania pierwszego wykotu w wieku 12-13 miesigcy [9]. Jatow-
ki i loszki zachodzg w pierwszg cigze przy 70-80% dojrzatosci.
Masa urodzeniowa potomstwa niedojrzatych pierwiastek (jagnie-
ta, cieleta, prosieta, zrebieta) jest o 10-15% mniejsza w poréwna-
niu do potomstwa urodzonego przez samice dojrzate [7, 45, 58].
Matka i ptdd rosngc konkurujg o sktadniki odzywcze w czasie
cigzy [46, 61].

Naturalna niewydolno$¢ macicy. Samoistne zjawisko IUGR
pojawia sie czesto u matek z cigzami wieloptodowymi [60].
taczna masa tozyska zwieksza sie, natomiast masa tozyska na
jeden ptdd jest zmniejszona, w wyniku czego dochodzi do jego
wzglednej niewydolnosci [46]. Masa urodzeniowa jagniecia z
trojaczkow i z cigzy blizniaczej stanowi 62% i 78% masy jagnie-
cia z cigzy pojedynczej [22], przy czym bliznieta stanowig od
38% do 52% wszystkich cigz u owiec [50]. Nawet u maciorek
dobrze odzywionych cigza wieloptodowa spowalnia wzrost pto-
du, zmniejsza mase miesni szkieletowych i ilos¢ widkien mie-
Sniowych u noworodkow [24]. Podobne efekty zaobserwowano
u potomstwa jatowek i krow [26] oraz klaczy [47]. Do naturalne-
go wystepowania IUGR najczesciej dochodzi u $win. Po 35. dniu
cigzy pojemno$¢ macicy staje sie czynnikiem ograniczajgcym
wzrost ptodéw, nawet przy ich rownomiernym rozmieszczeniu
[3, 35]. Wzrost zréznicowania ptodéw zaleznie od potozenia w
rogu macicy (skrajne lub srodkowe) jest widoczny w p6znej fazie
cigzy, gdy liczba ptodéw przekracza 5 na rég [41]. Czasami
masa noworodkéw stanowi potowe lub jedna trzecig masy ciata
najwiekszego prosiecia z miotu [56].

Niedozywienie a IUGR

Mozna wyréznic¢ niedozywienie ze wzgledu na warunki produkceyj-
ne i niedozywienie zwigzane z pojawieniem sie fizjologicznych
anomalii u matek.
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